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研究成果の概要（和文）：KL-6はヒトのII型肺胞上皮細胞などに発現しているMUC1上の糖蛋白である。KL-6は間質性肺
炎の診療に極めて有用であるが、主にヒト以外では認められないため、動物モデルでは測定できなかった。我々は、ヒ
トMUC1を発現しているhMUC1-Tgマウスに着目した。我々は本マウスがKL-6を発現していることを見出し、本マウスを用
いて様々な肺障害モデルを作成しKL-6が本動物モデルにおいてもバイオマーカーとして働くか詳細に検討した。KL-6は
肺障害の種類や程度に応じ変動しバイオマーカーとして働き、他のバイオマーカーの変動と差があることが明らかにな
った。今後の肺障害研究への応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：KL-6, an epitope of MUC1 expressed mainly on type II pneumocytes in humans, is a 
sensitive marker for interstitial pneumonia. However, an in vivo model for KL-6 has not been established 
because no KL-6 epitope is expressed in animals other than humans and apes. To investigate whether KL-6 
is detectable in human MUC1 transgenic mice and whether KL-6 level reflects the degree of lung injury, we 
examined levels of KL-6 and other biomarkers in a variety of lung injury models. KL-6 was expressed on 
type II pneumocytes and bronchiolar epithelial cells in naive hMUC1-Tg mice. Serum KL-6 levels in these 
mice were comparable to those in humans, and KL-6 levels in BALF were significantly higher than those in 
sera. Levels of KL-6 dramatically changed depending on the variety and severity of lung injuries, 
suggesting its function as a biomarker in hMUC1-Tg mice. KL-6 behaved differently from other biomarkers. 
This hMUC1-Tg mouse can be used for assessment of KL-6 in vivo during lung injury.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 Krebs von den Lungen-6 (KL-6)は MUC1 ム
チン上の糖蛋白であり、ヒトのⅡ型肺胞上皮
細胞や細気管支上皮細胞に発現している①。
KL-6 は間質性肺炎の診断や病型鑑別、治療効
果判定、予後予測に極めて有用なバイオマー
カーである②ため、臨床現場で広く測定され
ている。しかし、KL-6 エピトープはヒトや高
等霊長類以外では認められないため、これま
で動物モデルを利用することができなかっ
た。我々は KL-6 のコア蛋白であるヒト MUC1
を発現しているヒト MUC1 トランスジェニッ
ク（hMUC1-Tg）マウス③に着目した。本マウ
スはヒト MUC1 をヒトと同様の臓器に同様の
レベルで発現しており、ヒト MUC1 に対して
免疫寛容が成立しているため、腫瘍免疫療法
の研究に用いられてきた。我々は予備実験で
本マウスの血清や BALF を用いて KL-6 を測定
したところ、ヒトの正常値レベルの発現があ
ることを見出したため、本マウスの新たな応
用モデルとして肺障害モデルを作成し検討
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、hMUC1-Tg マウスがどの程
度 KL-6 を発現しているのか、本 hMUC1-Tg マ
ウスを用いて様々な肺障害モデルを作成し
た際に KL-6 がバイオマーカーとなりうるの
か、他のバイオマーカーと変動に差があるの
か、そして hMUC1-Tg マウスを用いた肺障害
モデルが新たなモデルになりうるのかを検
討することを主な目的として実施した。 
 
３．研究の方法 
(1). naïveな hMUC1-Tg マウスにおける KL-6
発現 
本研究に用いた hMUC1-Tg マウスは自家繁

殖させ genotyping を行い確認したのち使用
した。naïveな hMUC1-Tg マウスと野生型（Wt）
マウスを用いて、血清、BALF、肺組織におけ
る KL-6 の発現を ELISA 法、免疫組織化学、
Western blot 法で検討した。また、マウス線
維芽細胞を培養し KL-6 蛋白を添加し増殖
能・遊走能を検討した。hMUC1-Tg マウスと
Wt マウスの肺組織を用いてマイクロアレイ
解析を行い本マウスにおいて KL-6 発現に関
連していると思われる遺伝子の同定を試み
た。 
 
(2). ブレオマイシン（BLM）肺障害モデル 
hMUC1-Tg マウスと Wt マウスを用いて従来

の方法（単回経気管投与）で BLM 肺障害モデ
ルを作成し、炎症期（day 8）、線維化期（day 
22）に形態変化やコラーゲン量の測定を検討
するとともに KL-6 発現の変動を ELISA、免疫
組織化学、Western blot で検討した。他のバ
イオマーカーとして SP-D を ELISA で測定し
比較検討した。 
 

 

(3). リポポリサッカライド（LPS）肺障害モ
デル 
hMUC1-Tg マウスと Wt マウスを用いて従来

の方法（単回経気管内投与）で LPS 肺障害モ
デルを作成し、経時的な形態変化、SP-D の変
化を検討するとともに、KL-6の発現をELISA、
免疫組織化学、Western blot 法で検討した。 
 
(4). シリカ肺障害モデル 
hMUC1-Tg マウスと Wt マウスを用いて、シ

リカを単回気管内投与し、1,2,4,8,14,16 週
に sacrifice し、形態変化やコラーゲン量変
化を検討するとともに、血清、BALF、肺組織
における KL-6 の発現を ELISA 法、免疫組織
化学、Western blot 法で検討した。SP-D や
periostin も測定し比較検討した。 
 
(5). Ⅱ型コラーゲン誘発モデル 
ウシⅡ型コラーゲンを hMUC1-Tg マウス背

部 に 皮 内 投 与 し 2 週 後 に incomplete 
adjuvant とともに尾根部に追加投与するこ
とで、関節リウマチモデルを作成し肺障害を
形態、血清 KL-6、BALF 中 KL-6、肺組織の免
疫染色で KL-6 の変化を解析することを試み
た。 
 
(6). プリスタン肺障害モデル 
hMUC1-Tg マウスと Wt マウスを用いて

2,6,10,14-tetramethylpentadecane
（pristane）を単回腹腔内投与し、1, 2, 4, 
7, 14 週に sacrifice した。形態変化やコラ
ーゲン量変化を検討するとともに、血清、
BALF、肺組織における KL-6 の発現を ELISA
法、免疫組織化学、Western blot 法で検討し
た。SP-Dやperiostinも測定し比較検討した。 
 
(7). エラスターゼ肺障害モデル 
hMUC1-Tg マウスと Wt マウスを用いてエラ

スターゼ（porcine pancreas elastase）を
単回気管内投与を行い、３週後に sacrifice
し形態変化やコラーゲン量変化を検討する
とともに、血清・BALF 中 KL-6 値、SP-D 値を
測定し、肺組織のKL-6発現を免疫組織化学、
Western blot で検討した。 
 
４．研究成果 
(1). naïveな hMUC1-Tg マウスにおける KL-6
発現 
本マウスはヒト MUC1 遺伝子全体とその上

流・下流領域を含んだ 10.6kb の断片が組み
込まれており MUC1 を強制発現させるような
工夫はされていない。そのため、本マウスで
の MUC1 発現は臓器特異的に比較的生理的な
発現パターンを再現している。免疫組織化学
を用いた KL-6 の発現は主にⅡ型肺胞上皮細
胞と細気管支上皮細胞ならびに肺胞被覆液
(ELF)中に多くみられ、ヒト肺での局在と一
致していた（図１）。主としてⅡ型肺胞上皮
細胞から KL-6 が産生されていることが示さ
れた。naïve な hMUC1-Tg マウスの血清 KL-6



値は221 ± 18 (U/mL)、BALF中KL-6値は2121 
± 129 (U/mL)であり、野生型は検出限界以
下であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    図１ 肺組織の免疫染色 
   IgG1：ネガティブコントロール 
 
in vitroで本マウスおよび野生型マウスの

線維芽細胞に KL-6 を添加し培養した結果、
増殖能や遊走能の変化は認められず KL-6 蛋
白にはマウスの線維芽細胞刺激作用はない
と考えられた。高齢 hMUC1-Tg マウスの肺も
検討したが、Wt マウスと比較し線維化を来し
やすいとは言えず、産生される KL-6 はマウ
スの線維芽細胞刺激作用はないと考えられ
た。また、マイクロアレイ解析の結果発現差
のあった遺伝子群の中で糖転移酵素の
B4galt6 が絞り込まれ、リアルタイム PCR で
も発現の差が示された。今後機能解析を行う
予定である。 
 
(2). BLM 肺障害モデル 
hMUC1-Tg も Wt マウスと同様に day 8 に炎

症、day 22 に線維化をきたし形態的にもコラ
ーゲンの産生も両者に差はなかった。SP-D の
変動も hMUC1-Tg と Wt の間に差はなかった。
hMUC1-Tg マウスの血清 KL-6 値は炎症期に約
10 倍(p<0.001)に上昇したが、BALF は 0.77
倍（p=0.009）に減少した。線維化期には血
清 KL-6は炎症期よりは減少したものの day 1
よりは高値であった（p=0.006）。線維化期の
BALF 中 KL-6 は day 1 の約 1.8 倍（p=0.006）
に増加した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ BLM モデルにおける KL-6 値 

BALF中のアルブミン値はBALF中のKL-6と
反対の変化を示し血清 KL-6 と BALF 中のアル
ブミン値の間には正の相関がみられた
（r=0.767, p<0.001）（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 血清 KL-6 と BALF アルブミンの相関 
 
BALF中のKL-6とSP-Dの変動には乖離がみ

られた。肺組織の Western blot 解析では線
維化期の KL-6 の増加傾向ならびに MUC1 の有
意な増加（p<0.01）を認めた。血中への KL-6
の移行は肺胞上皮障害によるバリア障害な
らびにⅡ型肺胞上皮細胞における産生の亢
進が考えられ、従来ヒトで言われていた機序
を裏付ける興味深い結果が得られた。加えて、
分子量の小さい SP-D と大きな KL-6 は変動に
乖離がみられるなど間質性肺炎の臨床例で
時に認められる所見を再現するような結果
が得られた。 
 
(3). LPS 肺障害モデル 
hMUC1-Tg マウスも Wt マウスもともに 6〜

72 時間にかけて上昇する好中球性炎症を認
め、形態的にも BALF 中の細胞にも両者に差
は認められなかった。KL-6 値は血清で徐々に
約 1.8 倍に増加し 72 時間後にピークを認め
た（p=0.008）、BALF でも同様に約 1.6 倍に増
加し72時間後にピークを認めた（p<0.001）。
Western blot では KL-6 と MUC1 発現には有意
な差は認められなかった。SP-D も徐々に増加
し血清では 72 時間に BALF では 48 時間にピ
ークを示した。 
 
(4). シリカ肺障害モデル 



本モデルは塵肺モデル、慢性炎症モデルと
されている。経時的に血管周囲に炎症が生じ
肉芽腫形成が観察された。hMUC1-Tg マウスと
Wt マウスとの間に差はなかった。KL-6 発現
は血清、BALF ともに二峰性の増加を示し、14
週に血清で2.3倍、BALFで2.1倍に増加した。
SP-D も同様の変動を示したがピークに差が
あった（血清１週 3.6倍、BALF 14 週 5.9 倍）。
periostin は逆に血清で 1週, 14 週に低下傾
向を示し、BALF 中にはほとんど検出できなか
った。Western blotでも発現は同様であった。 
 
(5). Ⅱ型コラーゲン誘発モデル 
本モデルでは形態的にも KL-6 値も有意な

変化を認めなかった。本マウスが C57BL/6 背
景であることが大きく関与していると考え
られた。C57BL/6 背景は膠原病モデルになり
にくいと考えられた。今後、本マウスと他系
統マウスとのバッククロスを行い膠原病モ
デルを作成し再検討する予定である。 
 
(6). プリスタン肺障害モデル 
本モデルは膠原病特にSLEのモデルと言わ

れている。hMUC1-Tg マウスは関節炎などの症
状を呈さなかったが、2-4 週にかけて高度の
肺胞出血を来たし、４週での生存率は 62.2%
であった。C57BL/6 背景の本マウスは肺胞出
血のモデルに適していることが明らかにな
った。hMUC1-Tg マウスと Wt マウスとの間に
差はなかった。hMUC1-Tg マウスでは KL-6 は
血清（4.3 倍）、BALF（2.6 倍）ともに４週に
ピークがあり、SP-D も同様であったがピーク
に差があった（血清 4 週 10.4 倍、BALF 2 週
6.5 倍）。血清 periostin は 2 週に低下（0.58
倍）したが BALF では微量の検出にとどまっ
た。Western blot でも KL-6 発現は同様であ
った。 
 
(7). エラスターゼ肺障害モデル 
エラスターゼモデルは肺気腫モデルの一

つである。病理学的に肺胞が破壊され気腫が
形成された。hMUC1-Tg マウスと Wt マウスと
の間に形態の差はなかった。hMUC1-Tg マウス
の KL-6 値は血清で 0.79 倍、BALF で 0.8 倍に
減少した。これらのことからも肺が KL-6 の
主な供給源であることが示唆された。 
 
hMUC1-Tg マウスは、血清、BALF で KL-6 を

測定することが可能であり、naïve な状態で
の血清 KL-6 はヒト血清の濃度と同程度であ
った。hMUC1-Tg マウスは Wt マウスと同様に
様々な肺障害を呈するが、Wt と異なり KL-6
を測定することが可能で、かつその KL-6 が
バイオマーカーとして病態を反映している
ことが本研究により明らかになった。
hMUC1-Tg マウスを用いた肺障害モデルは新
たな肺障害モデルになりうることがわかっ
た。他のバイオマーカーとは変動が異なる部
分があった。実際の臨床における KL-6 の有
用性を考慮すると、KL-6 を測定できる新しい

肺障害モデルの意義は大きく、今後様々な応
用研究が考えられる。 
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